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(57) Abstract: The invention relates to bi-functionalised metallocenes of general 
formula (I) where Me = a transition metal, preferably chosen from Fe. Ru and 
Os, Y and Z, when identical are selected from -(CH2)n-0-, (CH2)^-[(CHj)2-0]p- 
and .(CH2),-CONH-(CH2)r-0-. or Y = -(CH2)b-NH- and Z = (CHi^-COO-. n = 
/|\ a whole number from 3 to 6 inclusive, p = a whole number from 1 to 4 inclu- 

sive, q = a whole number from 0 to 2 inclusive, r = a whole number from 0 to . 

2 inclusive, s = a whole number from 2 to 5 inclusive, t = a whole number from 

3 to 6 inclusive, R and R' = H atoms or are protective groups used in oligonu- 
cleotide and peptide synthesis, where at least one of R or R* is a protective group 
used in oligonucleotide and peptide synthesis and R and R* are as defined be- 

low: (i) when Z and Y are selected from (CH2)ii-0-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p- and 

-(CH2)q-CONH-(CH2)r-0-, then R and R* are protective groups used in oligonucleotide synthesis and R is a group which can leave a 
s free OH group after deprotection, preferably a photolabile group such as monomethoxytrityl, dimethoxytrityl, /-butyldimethylsilyl, 
= acetyl or trifluoroacetyl. and R' is a phosj^orylated group which can react with a free OH, preferably a phosf^odiester, phospho- 
= ramidite or H-phosj^onate and (ii) when Y = -(CH2)b-NH- and Z - -(CH2)t-COO-, then R is a protective group used in the syndiesis 
~ of peptides and is an amino-protecting group, preferably 9-fluorenyloxycarbonyU-butoxycarbonyl or ben^loxycaibonyl and R* = 
S H. The above is applied in marlcing. 

(57) Abr^6 : La pr&ente invention a pour objet des m^loc&nes bifonctionnalisfe de Bormule g^n^rale (I) dans laquelle Me 
^ repr^sente un m^tal de transition, de pr^fi^rence choisi parmi Fe, Ru et Os, Y et Z, identiques. sont choisis parmi -(CH2)b-0-. 
^ (CH2)-0-[(CH2)2-0]p- et -(CH2),-CONH-(CH2)t-0-. ou bien Y est -(CH2X-NH- et Z est -(CHz^-COO-. n est un nombre entier com- 
^ pris entre 3 et 6. p est un nombre entier compris entre 1 et 4. q est un nombre entier oompris entre 0 et 2, r est un nombre entier 
^ compris entre 0 et 2. s est un nombre entier compris entre 2 et S, t est un nombre entier compris entre 3 et 6, R et R' reprfeentent des 
00 atomes d'hydrog^ ou sont des groupements protecteurs utilise dans la synthase des oligonucleotides et des peptides, £tant entendu 

que 1 'un au moins de R ou R' est un groupement protecteur utilis6 dans la synthase des oligonucleotides et des peptides et que R et R* 
^ sont tels que d^finis ci-aprfes : (i) lorsque Z et Y sont choisis parmi -(CH2)n-0-, -(CM2)-0-[(CH2)i-0]p- et -(CH2),-CONH-(CH2)rO-, 

alors R et R' sont des groupements protecteurs utilises dans la synth^ des oligonucleotides, et R est un groupement susceptible de 
^ laisser un groupement hydroxyle libre apr^s ddprotection. de preference un groupement photolabile. le monomethoxytrityle. le dime- 
S thoxytrityle. le /er-butyldimethylsilyle, I'acdtyle ou le trifluoroac&yle, et R' est un groupement phosphore susceptible de reagir avec 

un groupement hydroxyle libre, de preference un groupement phosphodiester, phosphoramidite ou H-phosphonate et (ii) lorsque Y 
^ est -(CH2)i-NH- et Z est -(CHj^-COO-, alors R est un groupementr protecteur utilise dans la syntl^e des peptides et rqnresente un 

groupement protecteur des amines, de preference le 9-fIuorenyloxycarbonyle, le leiiT-butoxycarbonyle ou le benzyloxycarbonyle, et 
^ R* represente un atome d'hydrogtoe. 
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METALLOCKNES BIFONCTIONNALISES, PROCEDE D^OBTENTJON, 
UTILISATION POUR LE MARQUAGE DE MOLECULES BIOLOGIQUES 

La presentc invention conceme le domaine du marqiiagc, notamnicnt dc 
5 molecules biologiqucs dMntdret tclles qiie Ics oligonucleotides et les peptides. Phis 
parliculiercment, Tinvention a pour objel dc nouveaux nietallocenes bifonctionnalis^s, 
leur proc^d^ d*obtention, icur utilisation pour ie marquage d 'oligonucleotides ou dc •. 
peptides, Ics oligonucleotides ct peptides marquds ainsi obtenus, ainsi qu'un support . 
pour la synthese supportde, fonctionnalisd par au moins un ni<5ta)2ocene de rinvcntion. 

10 Les nictallocenes sont connus en tant que niarqueurs d'oiigonuclcotides 

notammcnt pour la detection de fragments d'ADN ou d'ARN. 

Ainsi, par excmple, le brevet US 6,21 1,356 decrit Putilisation d'un 
nietalloc^nc monofoncttonnel prdsentant la fonction phosphoramiditc pour conftrer, 
apr^s couplagc, un signal a de TADN et/ou de TARN qui sera alors detectable a Taidc 

15 d*un microscope eiectroniquc. L'addition du metallocene d i'oiigonucieotidc est 
effect uce de fa^on manuelle et uniquement en bout de chainc. 

La dcinandc de brevet US 6,232,062 decrit des conjugues oligonucJcotidc- 
ferroceiie en tanl que sonde electrochiniique pour detccter une hybridation. Lesdits 
conjugues sont obtenus par synthese supportee a partir d'une uridine modifiec par un 

20 ferrocene ct uliliscc comnie synthon. Ixs deux synthons decrits sont une uridine 3'- 
phosphoramidile ayant un ferrocene en poshion 5 et une uridine 3 '-phosphoramiditc 
ayanl un ferrocene en position 2\ La production d'oiigonuclcotides marques par un 
ferrocene a I'aide dc cctle technique a pour inconvenient un coiil eieve du fait de 
Tutilisation d'un nucleoside niodific par un ferrocene conime synthon (nionon^crc 

25 compatible avec la synthdse) dont reiaboration est complexc. 

On connait de C.J. Yu et al. (J. Org. Chcm., 2001, 66, 2937-2942) des 
phosphoramiditcs modifiees chimiquement comportant un substituant ferrocene en 
position 2' du ribose. Ces phosphoramidttes permeltent de synthettser des 
oligonucleotides comportant des fcrroc^nes h diverses positions, niais Ics synthases de 

30 ces phosphoramiditcs font appel a des techniques de synthese avec protection ct 
dcprotcction des fonctions amines de Th^tdrocycle et des autres fonctions Oil librcs ct 
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ndcessitcnt de procddcr dans dcs conditions pcrmcUant de conscrver la selectivity do la 
substitution. 

Les dcniandcs do brevet WO 00/31750 et WO 01/81446 dccrivent des 
fcrroccncs bifonclionnalis<^s a litre de sonde 61cctrochimiquc observable, Icsqucis 
5 fciToccncs sont grcfTcs ^ un polypyrrole d'une part et a un oligonucleotide d*autrc part. 
Lc couplagc du fermccne a Toligonucldotidc est realist entrc Tester activ<5 (N-liydroxy- 
phtalimide) du ferrocene et la terminaison NIh de roHgonucl^otidc deja syntlidtisd. Cc 
couplagc a pour inconvcnients qu'il n'cst pas compatible avec la syntbese automatisde 
des oligonucldotidcs et quMl manque de sdlectivitc (reactions parasites sur les amines 
10 dcs bases). 

La syntbese support^e de conjugues m6talloc^ne/oligonucl6otide ou 

m(^talloccnc/peptide avec les mctalloccnes utilises dans Tart antcrieur est fastidieusc car 

cllc necessite la syntbese d'un nucleoside modifie par un ferrocene, puis du synthon. 

phosphoramidite correspondant. Par ailleurs, lc couplagc de nietalioccnc sur dcs 
15 oligonucleotides ou des peptides n'est pas toujours sclectif de sorte qu'il nc pent pas 

elre automatisc sur les synlheliscurs acluels du commerce. 

La deniandcressc a maintcnanl dccouvert de nouveaux mctalloccnes 

bifonctionnalises qui pcrmcllcnl de palier les inconvcnients dus aux mc^talloccncs dc 

Tart anterieur, a savoir qu'ils permettent : 
20 - line synthese automatisee des conjugues metal locene/oligonuclcotidc ou 

melallocene/peptide, 

-un couplagc seleclif entrc Ic nietallocenc et Toligonucleolide ou le mdtallocdnc et le 
peptide el 

- une amelioration des coiUs de production desdits conjugues car Ic synthon utilisd est le 
25 nietallocenc en tant que tel et non sous forme de nucleoside modifie par un 
nietallocenc. 

Ainsi, la prescnte invention a pour objet des mctalloccnes dc formulc (1) : 
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dans iaquelle 

- Me rcpresentc un metal de transition, de pr6f6rcnce choisi parmi Fe, Ru ct Os« 

- Y ct Z, idcntiqucs, sont choisis pamii -(CH2)n-0-, -(Cn2)-0-[(CH2)2-0]p- et -(CH2)h- 
5 CON}J.(CH2)rO-,oubien 

- Y est -(CH2)s-NH- et Z est -(CH2)rCOO-, 

- n est mi nonibrc enticr conipris entrc 3 el 6, 
> p est un nonibre entier conipris entrc 1 et 4, 

- q est un nombre enticr compris entre 0 et 2 
10 - r est un nonibre enticr conipris entre 0 et 2, 

- s est un nombre entier conipris entre 2 et 5, 
- 1 est un noinbre enticr compris entre 3 el 6, 

- R el ]V iqiresentaU des atomes d'hydrogene ou sont des g^oiqxanaits protectcurs utilises 
dans la synlhcse des oligonucleotides et des peptides el sont tels que dcfinis ci-aprcs : 

15 (i) lorsquc Z et Y sont choisis panui -(CH2),rO-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p- cl 

-(CIl2)q-CONH-(CH2)rO-, R est un groupemenl susceptible de laisser un groupcmcnl 
hydroxyle librc apres deprotection, de preference un groupemenl photolabilc, le 
monomelhoxytritylc, le dimethoxylrityle, le ^c/7-butyldimethylsilylc, Pacetylc ou Ic 
trifluoroacetyle, ct R* est un groupemenl phosphore susceptible dc reagir avec un 

20 groupemenl hydroxyle libre, de preftrence un groupemenl phosphodicster, 
phosphoramidite ou H-phosphonate et 

(ii) lorsquc Y est -(CH2)s-NH- el Z est -(CH2)i-COO-, R reprcscntc un 
groupemenl prolecteur des amines, dc preference le 9-fluorenyloxycarbony!c, Ic tcrh 
butoxycarbonylc ou le benzyloxycarbonyle, et R' reprdsente un atonic d'hydrogdnc. 

25 Un autre objet de Tinvention consiste en un procddd dc preparation d'un 

mclalloccne dc rinvention, caractcrise en ce qu'il comprend Ics ctapes suivantes : 



• 
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(i) lorsque Z el Y sonl choisis parmi -(CH2)n-0-. -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p- cl -(CH2)q- 
CONH-(CH2)rO- : 

- une etapc dc protection dHiii des groupenients hydroxyle d*iiii compose dc 
formulc g^i^rale (II) : 

5 




dans laquelle Me est tel que defini preccdemment, 

Y' cl Z', idenliqucs, sonl choisis parmi -(CH2)n-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p-(CH2)2- cl - 
10 (CH2)q-CONH-(CH2)r, n, q cl r sonl tels que dcfniis preccdemment, el p' est un 
nonibre enlier compris entre 0 cl 3, 

par fixation d'un groupemenl susceptible de laisser un groupcinenl hydroxyle librc 
apres deprotection, de preference choisi parmi un groupemenl photolabile, Ic 
monomelhoxylrilyle, le dimethoxytrilyle, le /(?r/-butyldimethylsilyle, Tacetylc el Ic 
1 5 trifluoroacelyle, el I 

- une etapc de condensation, sur Tautre groupemenl hydroxyle laissc librc, d'un 
groupemenl phosphore susceptible de reagir avcc un groupemenl hydroxyle libre, dc 
preference choisi parmi les groupenients phosphodiester, phosphoramidite et lU 
phosphonate ; cl 

20 (ii) lorsque Y est -(CH2)s-NH- cl Z est -(CH2VCOO- : 

- une dtape de protection du groupemenl NH2 d'un compost de formule generate 

(HI) : 
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dans laqucile 

- Mc esi tel que defini precedemmcnt, 

- Y"csl -(CH2)s-cl 

5 -Z"CSl-(CH2)|-, 

• s ct t elant tcls que dcfuiis precedemment, 

par Hxation d'un groupcment susceptible de laisser une fonction amine libre apris 
d(Sprotcclion, de preference choisi parmi le 9-fluorcnyloxycarbonylc, Ic terh 
buloxycarbonyje et le bcnzyloxycarbonyle. 
10 Un aulre objel de I'invention consiste en un (bis)hydroxym6talloccne de 

forniule gcnerale (II) Iclle que d^crite ci-dessus. 

Un autre objet de I'invention consiste en un proc^d^ de niarquage : 

- d'un oligonucleotide par un mctallocdnc bifonctionnalis<5 de formule (I), dans laquellc 
Y ct Z, identiqucs, sont choisis panni -(CH2)„-0-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p- ct -(CH2)q- 

15 CONH-(CH2)rO-, comprenanl la substitution d'un ou plusieurs synthons de 
nucleotides par un ou pJusieurs dcsdits metalloccnes dc formule (J) dans Ic cycle de 
synthase dudit oligonucleotide, et 

-d'un peptide par un metallocene bifonctionnalis^ de formule (I), dans laquellc Y csl 
-(CH2)s-NH- ct Z est -(CH2)rCOO-, comprenant la substitution d'un ou plusieurs 
20 synthons d'acides amines par un ou plusieurs dcsdits mdtalloccncs de formule (I) dans 
le cycle de synthcse dudit peptide, 

ainsi que les oligonucleotides et les peptides ainsi marques. 

Un aulre objet de Tinvention consiste en un support dc synthcse 
d'oligonucleotides ou de peptides, fonctionnalis^ en surface par au moins un 
25 metallocdne de formule (I) de Tinvcntion, respectivcment. 

Avant de detailler Tinvention, on ddflnit ci-aprcs ccnains termcs utilises 
dans la description et les rcvendications. 

Le terme « oligonucleotide » designe un cnchainement d'au moins 2 
nucleotides (desoxyribonucieotides ou ribonucleotides, ou les deux), naturels ou 
30 modifies, susceptibles dc s^hybrider, dans des conditions approprices d'hybridation, 
avec un oligonucleotide au moins partiellcment eompiementaire. Par nucleoside, on 
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cntend iin coniposd organiquc consistant cn unc base purine ou pyrimidine li^c i iin osc 
(ribosc oil deoxyribose). Par nucldottdc, on entend uii compose organique consistant cn 
unc base purine ou pyrimidine lice a un ose (ribose ou deoxyribose) ct ^ un groupc 
phosphate. Par nucleotide modific, on cntend par exemple un nucltotidc comportant 

5 une base niodificc et/ou comportant une modification au niveau dc la liaison 
internuclcotidique et/ou au niveau du squelette. A titre d'cxemple de base niodifi^e, on 
ix;ut citcr I'inosine, la methyl-5*desoxycytidine, la dimethylamino-S^dcsoxyuridine, la 
diamino-2,6-purine et la bromo-5-d^soxyuridinc. Pour illustrcr une liaison 
intcrnucleotidiquc modifice, on peut nientionner les liaisons phosphorothioatc, N- 

10 alkylphosphoramidate, alkylphosphonate ct alkylphosphotriestcr. Les alpha- 
oligonucleotides tels que ceux decrits dans I*R-A-2 607 507 cl les PNA qui fonl I'objcl 
dc rarliclc dc M. Egholm el aL, J. Am. Cheni. Soc. (1992), 1 14, 1895-1897, sont dcs 
cxemples d' oligonucleotides conslitucs de nucleotides dont Ic squelette est modi fie. 

Le terme « peptide » signifie notamment tout enchainement d'au moins 

15 deux acides amines, tels que protcine, fragment de proteine, oligopeptide qui a etc 
extrait, separe, isole ou synlhetis^, comme un peptide obtenu par synthesc chimique ou 
par expression dans un organismc recombinant. Sont inclus aussi tous les peptides dans 
la sequence desquels un ou plusieurs acides amines de la serie L sont remplaccs par un 
ou plusieurs acides amines de la serie D, et vice-versa ; tout peptide dont I'une au 

20 moins des liaisons CO-Nll est remplac^e par une liaison NIl-CO ; tout peptide dont 
Tune au moins des liaisons CO-NH est remplaccc par une liaison NII-CO, la chiralitc 
dc chaque residu aminoacyle, qu'il soit impliquc ou non dans unc ou plusieurs dcsdites 
liaisons CO-NH, clanl soit conservee, soil inversce par rapport aux residus aminoacyle 
constituant un peptide de r^f^rence (ou immunor^troides) ; et tout niimotope. 

25 Pour illustrcr les diverses classes des peptides concerncs, on peut 

mentionner les hormones adrenocorticotropiques ou leurs fragments, les analogues 
d'angiolensine et leurs inhibiteurs, les peptides natriuretiques, la bradykinine ct ses 
derives peptidiques, les peptides chimiotactiques, la dynorphine et ses derives, les 
endorphines et leurs derives, les enc^phalines et leurs d^riv<5s, les inhibiteurs d 'enzyme, 

30 les fragments de Tibronectine et leurs derives, les peptides gastrointestinaux, les 



m 



wo 03/068787 PCT/FR03/00484 



peptides opioYdes, I'oxylocine, la vasopressinc, ]a vasotocinc ct leurs derives, Ics 
protcincs kinase. 

I,es metalloc6nes de rinvcnlion sont utiles en tant que synthon pour la 
preparation de ddrivds d'haptencs ou toutes autres molecules qui pcuvent elrc 
5 syntlictisees. 

En particulier, les nictallocenes de Tinvention sont utiles dans la synthase 
supportcc des oligonucltotides ct des peptides, lis pennettent le niarquage 
d'oligonucleotides ou de peptides synthetises de fa9on trds selective du fait des deux 
fonctions particulicres qu'ils possedent, a savoir deux fonctions hydroxylc tclles que 
10 montrees dans la formule (II) pour la synthcse supportde des oligonucleotides, ou bien 
une fonction amine et une fonction acidc telles que montrees dans la formule (HI) pour 
la synthcse supportee des peptides. 

Dans le cas de la synlhesc supportee des oligonucleotides, les bras 
cspaceurs fonctionnalis^s Y et Z tels quMndiques dans la formule (1) possedent chacun 
15 une fonction oxy donnant une fonction hydroxyle apres dcproteclion et Y ct Z sont- 
choisis panni -(CH2).rO-, -(CH2).0-[(CH2)2-0]p- et -(CH2)q-CONH-(CH2)rO-. 

Scion un mode de realisation de I'invention, Y et Z sont chacun 
-(CH2),rO-, n ctant cgal a 3. 

Scion un autre mode de realisation, Y et Z sont chacun 
20 -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p-, p etanl egal a 2. 

Dans Ic cas de la synthesc supportee des peptides, les bras cspaceurs 
fonctionnalises Y ct Z tels qu'indiques dans la formule (1) possedent soit une fonction 
amide donnant une fonclion amine apres deprotection, soit une fonction acidc ct sont 
choisis parmi -(CH2)s-NH- et -(CH2)rC00-, ctant entcndu que Y et Z ne pcuvent pas 
25 etre identiques. 

Selon un mode de realisation de Tinvention, s est 6gal a 3 et t est egal a 4. 

Le metal de transition Me utilise dans les nietallocenes dc formule (I) dc 
P invention peul etre tout ni6tal de transition. De preference, il est choisi parmi Ke. Ru 
ct Os. 

30 Selon un mode de realisation de I'invention, Me est le fer. 
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Lcs grou)?cments protccteurs utilises dans la synthase dcs oligonucleotides 
ct dcs peptides sont tout groupenient classiqucment connu de Phomme du metier, lis 
sont d^crits par exemplc dans Solid Phase Synthesis, A practical Guide, Steven A. 
Kates, Fernando Albericio, Ed Maral Dekker, 2000. 

5 Dans Ic cas d'un mctallocenc de Pinvcntion utile conime synthon dans la 

syntliese des oligonucleotides. Tun des groupcments protecteurs doit £trc uii 
groupement phosphor^ capable de r^agir soit avec un hydroxyle libre en 5' ou en 3^ du 
nucleotide precedent dans la mesure oix le m^tallocdne de Tinvention est place aprds un 
nucl(§otide, soit avec un hydroxyle deprotege du nietallocene precedent dans la nicsurc 

10 ou roligonuclcotide coniportc plusieurs nietallocdncs ^ la suite, soit avec un hydroxyle 
libre d*un autre compose chimique pouvant servir par exeniple de bras espaccur, tel que • 
Ic poly(oxydc d'^thylfene). Les exeniples de lels groupcments protecteurs phosphores 
coniprenncnt les groupcments phosphodiester, phosphoramiditc ct H-phosphonate, ainsi 
que leurs derives. 

15 1 /autre groupement protecteur du metalloccnc doit etre capable de laisser 

un groupement hydroxyle libre apres deprotcction pour reagir soit avec un phosphorc : = 
rcactif (phosphodiester, phosphoramiditc, H-phosphonatc) du nucleotide suivant dans la 
mcsurc ou le mctallocenc est plac6 avant un nucleotide, soil avec un phosphorc rcactif 
du mctaliocene suivant dans la mesure ou au moins deux metallocenes se suivcnt. A 

20 litre d'excmple de ce type dc groupement protecteur, on pent cilcr les groupcments 
phololabiles, le monomethoxytrityle, le dimethoxytritylc, le /<?//-bulyldimethylsilyle, 
r acetyl e el Ic irifluoroacetyle. 

A litre d'exemples de groupement photolabile, on pcut citcr Ic 6- 
nitrovdratryle, le 6-nitropipcronyle, le methyl-6-nitrovcratrylc, le nitrovdratrylcarbonylc, 

25 le methyl-6-nitropipcronyle, le nitrobenzyle, le nitrobenzyloxycarbonylc, Ic 
dinicthyldimethoxybenzyle, le dim^thyldimethoxybenzyloxycarbonyle, le 5-bromo-7- 
nitroindolinylc, Phydroxy-a-mcthylcinnamoyle, le 2-oxym<5thylcne anthraquinone, Ic 
pirenylmethoxycarbonyle. 

Des exemples de groupement protecteur dcs amines comprcnnent le 9- 

30 fluorcnyloxycarbonylc, le /<?/7-butoxycarbonyle et le benzyloxycarbonylc. 
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IJn m6talloccnc bifonctionnalisd de fomiule g^n^ralc (I) : 




dans laquelle 

5 - Me represente un metal de transition, de preference choisi parmi Fe, Ru ct Os, 

- Y et Z, identiques, sont choisis pamii -(CH2)n-0-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p- cl -(CH2)q- 
CONjI-(CH2)rO-,oubien 

- y est -(CH2)s-NH- et Z est -(CH2)rCOO-. 

- n est un nonibre entier conipris entre 3 et 6, 
10 - p est II n nombre entier conipris entre 1 et 4, 

- q est un nonibrc entier compris entre 0 et 2 

- r est un nonibrc entier conipris entre 0 el 2, 

- s est un nonibre entier conipris entre 2 el 5, 
- 1 est un nonibre entier conipris entre 3 el 6, 

15 - R ct R' rcprescnlcnt dcs atonies d*liydrog^ne ou sont dcs groupcmenls protectcurs 
utilises dans la synlliese des oligonucleotides et des peptides, ctant entcndu que Tun au 
nioins dc R ou R' est un groupenient prolecleur utilise dans la synlliese dcs 
oligonucleotides el des peptides et que R et R'sont lels que definis ci-apres : 

(i) lorsquc Z el Y sont choisis panni -(CH2)„-0-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p- cl 

20 -(Cll2)irCC)NH-(CH2)r-0-, alors R cl R' sont dcs groupenicnts protectcurs utilises dans 
la synlliese des oligonucleotides, el R est un groupenient susceptible dc laisscr un 
groupenient liydroxyle libre apres deprotection, de preference un groupenient 
pliololabile. le mononiellioxylrilyle, le diniethoxytrilylc, Ic /c/7-butyldimclliylsilylc, 
racctyle ou le trifluoroacelyle, ct R' est un groupenient phosphord susceptible de reagir 

25 avcc un groupenient liydroxyle libre, de preference un groupenient phosphodicstcr, 
phosplioraniiditc ou H-phosphonate et 
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(ii) lorsque Y csl -(CH2)s-NH- cl Z csl -(CH2)rCOO-, alors R est un groupement 
protecteur lUilisc dans la synthcse des peptides et reprdsente un groupement protecteur 
des amines, de prdfcrence le 9-nuorenyloxycarbonyle, le rcr/-butoxycarbonylc ou Ic 
bcn/yloxycarbonylc, ct R' rcprcsente un atome d*hydrogcnc, constitue un objct prdfiSrd 
5 de r invention. 

I.es metallocenes de l*invention sont prepares par un procede ndccssitant 
ime ou deux etapes permettant d'obtenir les groupenients protecteurs souhaitds sur les 
bras cspaccurs fonciionnalis^s approprics. 
10 Ainsi, la prdsente invention a 6galenient pour objet un procede de 

preparation d*un nietallocene de Tinvcntion, caractcrise en cc qu*il comprend les etapes 
suivantes : 

(i) lorsque Z et Y sont choisis pamii -(CH2VO-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p- et -(CH2)q- 
CONII-(CH2)rO- : 

15 - une etape de protection d'un des groupements hydroxyle d'un composd de 

formule gencrale (II) : 




dans laquellc Me est tel que defini prec^emment, 
20 Y' et Z\ identiqucs, sont choisis parmi -(Oh),,-, -(CH2)-0-[(C}l2)2-0]p'.(CH2)2- ct - 
(Cn2)q-CONH-(CH2)rf n> q et r sont tels que definis prcc^deminent, ct p' est un 
nonibre enticr compris entre 0 et 3, 

par fixation d'un groupement susceptible de laisser un groupement hydroxyle librc 
aprcs deprotection, de preference choisi parmi un groupement photolabilc, le 
25 monomethoxytrityle, le dimethoxytrityle, le /cr/-butyldim6thylsilyle, i'ac^tyle ct le 
trifluoroacdtyle, et 
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- une 6tape de condensation* sur Tautre groupement hydroxyle laiss6 libre, d*un 
groupement phosphore susceptible de r&igir avec un groupement hydroxyle libre, de 
preference choisi parmi les groupements phosphodiester, phosphoramidite et H- 
phosphonate ; et 

5 (ii) lorsque Y est .(CH2)s-NH- et Z est -(CHzVCOO- : 

- une etape de protection du groupement NH2 d'un compose de formule generale 

(HI): 




10 dans laquelle 

- Me est tel que defini pr6cedenunent, 

- Y" est -(CH2)s-et 
-Z"est -(CH2)r, 

- s et t etant tels que definis precedemment, 

15 pai* fixation d'un groupement susceptible de laisser une fonction amine libre apres 
deprotection, de preference choisi parmi le 9-fluorenyloxycarbonyle, le tert- 
butoxycarbonyle et le benzyloxycarbonyle. 

L'etape de protection d'un des groupements hydroxyle d'un compost de 
formule generale (II) par un groupement protecteur capable de laisser un groupement 

20 hydroxyle libre apres deprotection, tel qu*im groupement photolabile, le 
monomethoxytrityle, le dim^thoxytrityle, le /crT-butyldimethylsilyle, I'acdtyle et le 
trifluoroac^tyle, est effectute dans des conditions bien connues de Thomme du metier 
telles que decrites dans Current Protocols in Nucleic Acid Chemistry (Volume 1), John 
Wiley & Sons, Inc., NY 1999. 

25 De meme, Tetape de condensation, sur Tautre groupement hydroxyle 

]aiss6 libre du compos6 de formule (II), d'lm groupement protecteur phosphor^ tel 
qu'un groupement phosphodiester, phosphoramidite ou H-phosphonate est effectu^e 
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dans des conditions bien connues de Thonune du metier telles que decrites dans Current 
Protocols in Nucleic Acid Chemistry (Volume 1), John Wiley & Sons, bic, NY 1999 et 
dans Protocols for Oligonucleotides and Analogs, Synthesis ans Properties, Ed. Sudhir 
Agrawal, Methods in Molecular Biology, Humana Presse, 1993. 
5 Les composes de formule (II) particuliers d6finis ci-apr&s sont de 

nouveaux composes qui constituent un autre objet de Tinvention, ils sont choisis parmi 
les bis(hydroxy)metallocenes de formule generate (II) : 




10 

dans laquelle 

- Me est un metal de transition, de preference choisi parmi Fe, Ru et Os, 

Y' et Z\ identiques, sont choisis parmi -(CH2)„-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p-.(CH2)2- et - 

(CH2)q-CONH-(CH2)r-. 

15 - n est un nombre entier compris entre 3 et 6, 

- p' est un nombre entier compris entre 0 et 3, 

- q est un nombre entier compris entre 0 et 2 et 

- r est un nombre entier compris entre 0 et 2, 

etant entendu que lorsque Me est Fe ou Ru et que Y* et Z' sont -(CH2)n-, alors n est 5 et 
20 lorsque Me est Fe et que Y' et Z* sont -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p' -(CH2)-, alors p' est 0. 



Selon un mode de realisation pr^fere, les composes de formule (IQ 
poss^ent au moins I'une des caract^ristiques suivantes : 
- Me est le fer, et 

25 - Y' et Z' sont chacun -(CH2)n-, n 6tant 6gal 4 3 ou bien Y' et T sont chacun 

-(CH2)-0-[(CH2)2-0]p» -(CH2)2-, p' 6tant 6gal i 0. 
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Les composes de fonnule (□) peuvent Stre obtenus de difSSrentes fa9ons 
selon la nature du bras espaceur Y' et Z\ 

Pour obtenir un m6tallocdne avec -(CH2)n- comme bras espaceurs, on 
yreffe des fonctions aldehyde sur un metallocdne, puis on fait r^agir le compost ainsi 
5 obtenu avec un di^thylphosphonoalkylate d'ethyle approprie pour obtenir un 1,1'- 
bis[(2-ethyloxycarbonyl)alc^nyl]m^talloc^ne, puis on effectue deux Stapes de reduction 
pour reduire d'une part la double liaison, puis pour liberer Talcool primaire, comme 
indique ci-dessous : 



Mc Me ^ Mt 



CH=CH-(CH2Xf.|C02El 



10 



Me ^ '^^ 



ou Et est I'ethyle et n* est compris entre 2 et 4. 

Pour obtenir un metaliocene avec -(CH2)-0-[(GH2)2-0]p.i-(CH2)2- comme 
bras espaceurs, on fonctionnalise les groupements hydroxyle d'un bis- 
15 {hydroxymethyl)metallocene en groupements 2-chloroethyl(poly(oxyde d'ethylene)) 
appropri^s en presence d'une base telle que NaOH, puis on convertit le radical chloro 
en iodo, puis en hydroxyle, comme indiqu6 ci-dessous : 




ou Ts est le tosyle et p' est un nombre entier compris entre 0 et 3. 

Pour obtenir un metallocene avec -(CH2)q-CONH-(CH2)rO- comme bras 
espaceurs, on traite un l,r-(N-hydroxyphtalimidecarbonylalkyl)m6talloc6ne approprie, 
tel qu'obtenu salon le mode op£ratoire d^crit dans la demande WOOl/81446, par de la 
trifluorpacetoxyalkylamine appropriee^ puis on convertit le radical trifluoroacetoxy en 
hydroxyle comme indique ci-dessous : 



(CH2)q~COONHP ^^^,^--;;;^.^(CH2)q -CO-NH-CCHjVO-CO-CFs 

NaOH 



<<=?^ 

I NHi-(CHAO.C(0)-CF3 • 
Me ^ Me 

^^^(CHds-COONHP 



(CHa)q -CO-NH-CCHiVO-CO-CFj 



10 



Me 



(CH2)q -CO.NH-(CH2VOH 



Me 

(CH2)q -CO-NH-CCHiVOH 



OU q et r sont tels que d^finis prteedemment 
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Le compost (III) peut etre produit selon le mode op6ratoire suivant : 
Un l-/erf-butoxycarbonylaminoaikyl-r-iodom6talloc6ne approprid 1 est 
mis a r^agir avec un iodure organom^talHque 2, puis, en fin de traitement, la fonction 
acide est liberie pour donner le compost (III), conune indiqu^ ci-dessous : 

5 

^ -(CHA-NHBoc ^^^^^ 5r'^-^(CH2).-NHBoc 

^ i r 

HjO* 




(CHjX — OOOH 

(III) 

ou s et t sent tels que decrits precedemment. 

Le compose 2 peut lui-meme etre obtenu selon la synthese suivante : 



N ^/ HnBuU T 



hfal 



Acetone 



KCH2X ^ 



I IMgH(CH2X <^ ^ 



10 

Le compose 1 peut etre obtenu par reaction de l,r-iodometallocene 3 avec 
un iodure organomdtallique 4 comme suit : 



(CHj)i— NHBoc 

Mc + IMg— (CH2)s— NHBoc ^ 

3 4 I 

1 5 comme decrit dans : 

a) « Comprehensive organic Synthesis)), volume 3, Barry M. Trost and Ian Fleming 
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b) «Palladium Reagents and catalysts» Juio Tsuji Wiley & sons 1995 

L'iodure organometallique 4 pent lui-meme gtre obtenu a partir d*un 
iodiire d'alkylamine en 2 Stapes, comme suit : 

Protection Mg 
I — (CH2)s— NH2 ^ I— (CH2)s— NHBoc ^ IMg— {CH2)s— NHBoc 

5 oil s est tel que decrit pr^c^demment, 

comme ddcrit dans « Protective groups in Organic Chemistry » Greene - Wuts, Third 

edition, Wiley Interscience. 

Enfin, le l,r-iodom6tallocdne 3 pent lui-meme etre obtenu selon le mode 

op^ratoire suivant, comme dterit dans Tarticle D. Guillaneux, H. B. Kagan, J. Org. 
10 Chem, 1995. 60, 2502-2505. 




Les metalloc^nes de formule (I) ainsi obtenus peuvent alors etre utilises 
pour le marquage, notamment de molecules biologiques d'int^ret telles que les 
1 5 oligonucleotides et les peptides au cours de leur synthase supportee. 

Ainsi, un autre objet de Tinvention consiste en un procede de marquage 
d'un oligonucleotide ou d'un peptide par un metalloc^ne bifonctionnalisd de formule (I) 
de r invention, lequel procede comprend la substitution d'un ou plusieurs synthons de 
nucleosides ou d'acides aminds par un ou plusieurs desdits m^tallocenes de formule (I) 
20 dans le cycle de synthese dudit oligonucleotide ou dudit peptide. 

Dans le cas de la synthese des oligonucleotides, on utilise un ou plusieurs 
metallocenes de formule (I), dans laquelle Y et Z, identiques, sont choisis parmi - 
(CH2)„-0-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p- et -(CHjVCONHKCHzVO-. 

Dans le cas de la synthase des peptides, on utilise un ou plusieurs 
25 metallocenes de fomiule (I) dans laquelle Y est -(CH2)s-NH- et Z est -(CH2)rCOO-. 

La substitution des synthons de nucleosides ou d'acides amines par des 
metallocenes de Tinvention peut etre realisee sur les synthetiseurs actuels a n'importe 
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quelle position de la chaine. Selon un mode de r&ilisation de Tinvention, la substitution 
remplit au moins Pune des conditions suivantes : 

> elle est efFectu^e en positions 3' ou 5* dans le cas des oligonucleotides ou aux 
extremites C-terminale ou N-tenninale dans le cas des peptides et 
5 - il y a au moins deux substitutions consecutives. 

La substitution peut €tFe mise en oeuvre facilement par Thomme du m6tier 
car elle consiste uniquement a remplacer un nucleotide ou un acide amin6 par un 
m^tallocene de Tinvention. 

Ainsi, par exemple, dans le cas du cycle de condensation phosphoiamidite 
10 tel que represent^ sur le schema 1 ci-dessous. Tun quelconque des nucleotides de cette 
chaine» ou plusieurs, peut ou peuvent etre remplac^Cs) par un ou piusieurs m^talloc^nes 
de fomiule (I) dans laquelle- I'un des groupements protecteurs R ou R* est un 
phosphoramidite. 
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Schema 1 

Cycle de condensation phosphoramidite 



DMTr-O 



(n-1) cycles 



DMTr-O 



CNCH2CH2O— P— O — I Bi 
(4) Qxvdation 

lode rO^% p/v), hjtidine (0,5% p/v) 
dans TOF 9>ft20 1 - 1 mmutes 
Lavage 

Ac6tonitrile 

- 30 secondes 

^ (3) Ca pping 

anhydride acetique + DMAP 

- 3 minutes 



Lavage 
ac^tonitrile 
- 30 secondes 



DMTr -O — I B2 



1 t 

sippo 



PpOTt 



(l) 5'-0 detritvlation 
acide txichbroac6tique 
2% dans CHaCfe 
2 mmutes 



(2) Couplaro 

dans rac^tonitrile 
ant^dre- 1 



O 
I 

CNCHaCHaO— P— O 




Lavage, sechage 
rinQaep avec acetonitrile 
anhyd&e - 30 secondes 



DMTr-0_| B2 



CNCH2CH2O— P— N^^ 

.. Y 



N \ 
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Selon un autre exemple, dans le cas du cycle en serie « H-phosphonate » 
tel que repr6sent6 sur le schema 2 ci-dessous. Tun quelconque des nucleotides de ce 
cycle, ou plusieurs, peut ou peuvent Stre reinplac6(s) par un ou plusieurs m^talloc&nes 
de formule (I) dans laquelle l*un des groupements protecteurs R ou R' est un H- 
5 phosphonate. 



10 



Schema 2 
Cycle en s^rie « H-phosphonate » 



DMTY-O — I Ba 

DMtr-O— I B2 

H o=i-o(-) «^^-?-^-c. 



0=P— o- 



support I 

H 



CWonire de pivaloyle 



De meme, selon un autre exemple, dans le cas du cycle de condensation 
« phosphotriester » tel que represent^ sur le schema 3 ci-dessous. Tun quelconque des 
nucleotides de ce cycle, ou plusieurs, peut ou peuvent etre reniplace(s) par un ou 
15 plusieurs metallocenes de formule (I) dans laquelle I'un des groupements protecteurs R 
ou R' est un phosphodiester. 
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Schema 3 

Cycle de condensation phosphotriester 



(n-l) cyctes 
pour un o%>nuc]eotkle 
bases de bng 



Lavage 

Ac6tonitrile 

- 30 secondes 

I (3) Capping : (acetylation) 

anhydride acetique + DMAP 

- 3 minutes 



Lavage 
ac6tonitri]e 
- 30 secondes 



DMTr-O 



B2 



' — I n 



ClCr,H40— P— O — I B| 



DMTr-0 



support 



I (1)5:2 
acide i 
2%dj 

f -2niii 



n) y-Od6tritv]ation 
trichbroac^tique 
dans CH2CI2 
minutes 

B, 



— I 13 



Lavage, sechage 
nn9age avec acetonitrile 
anhyore - 30 secondes 



(2) Couplage 

dans FacetonitriJe 
anl^dre -3 minut 




I- 



DMTr-O 



o=p— 0^^ 



M.S.C1 



I 

OC6H4CI 



• m 
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De meme, rhomme du metier pourra facilement remplacer un ou 
plusieurs acides aminds par un ou plusieurs znitallocdnes de Tinvention au cours de 
syntheses de peptides connues, telles que la synthase selon la chimie du BOC (tert- 
butoxycarbonyle) ou du FMOC (9-fluorfnyloxycarbonyle). 
5 Les oligonucleotides et peptides tels que marques par les m^tallocdnes de 

rinvention sont nouveaux et constituent un autre objet de I'invention. 

Comme precedemment, les oligonucl^tides sont marques avec un ou 
plusieiu-s m^talloc&nes issus de mdtallocines de formule (I), dans laquelle Y et Z, 
chacun ind^pendamment, sont choisis parmi -(CH2)n-0-, -(CH2VO-[(CH2)2-0]p- et - . 

10 (CH2)q-CONH-(CH2)rO-, et les peptides sont marques avec un ou plusieurs 
m^talloc^nes issus de m^tallocenes de formule (I) dans laquelle Y est -(CH2)s-NH- et Z 
est -(CH2)i-COO-. Les metallocenes de formule 11 de Tinvention s'integrent dans les 
sequences d'oligonucleotides de fa^on k remplacer, d'un point de vue chimique, les 
nucleosides dans lesdites sequences. De fa9on similaire les metallocenes de formule EI 

IS s'integrent dans les sequences des peptides de fa^on a remplacer, d'un point de vue 
chimique les acides amines dans lesdites sequences. 

Selon un mode de realisation prefere, les oligonucleotides ou peptides de 
rinvention comportent au moins un metalloc^ne de I'invention en positions 3' ou 5', ou 
bien aux extremites C-terminale ou N-terminale, respectivement. 

20 Dans le cas ou on vise k obtenir un oligonucleotide marque en position 3', 

on peut utiliser un support solide sur lequel est greffe au moins un metallocene de 
rinvention, par reaction covalente de I'une de ses extremites fonctionnalis^es. Ce 
complexe support-metallocene(s) constitue un autre objet de rinvention. 

A titre de support, on peut utiliser le support ci-dessous LCAA-CPG 

25 (Long Chain alkylamine controlled Pore Glass) qui est classiquement utilise en 
synthese oligonucleotidique. 




O 



wo 03/068787 



PCT/FR03/00484 



22 

Le greffage du ou des metalloc^nes de rinvention sur le support peut etre 
effectue par exemple selon le mode op^ratoire suivant : 




ou Dmtr est le dimethoxytrityle, DMAP est la dimethylaminopyridine, 
DCC est le dicyclohexylcaibodiimide, 

conime d^rit dans Matteucci & Caruthers, J. Am. Chem. Soc, 1981, 103, 3185-3191 . 

La pr^sente invention sera mieux comprise h Taide des exemples suivants 
10 qui font reference a la figure 1 annexe reprdsentant le profil HPLC d'un 
oligonucleotide de Tinvention presentant un ferrocene de Tinvention en position 3', et 
qui sont donnes a titre illustratifs imiquement et non k titre limitatifs. * 
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Exemple 1: Svnthfese du l-r3-0-diinethoxvtritvlDroDvlVr-r3'>Q-(2-cvanoethvl-N.N- 
diisopropvlphosphoramiditvnpropvnferrocfene6 



rtBuLi/TMEDA 
2)DMF * 



(CiHi0)iP(O)CHi0O,El 
BONa 




AcOEl 





DMTCI 



DMAP/DIPEA 




OCNE 
i 



THFanhydre 




N(iPr)2 



5 l.l Svnthesedu Kr-bisformvlfeiTocene 1 

On a traite 1 g (5,37 mmol) de ferrocene dissous dans 12 mL d'ether ^thylique 
anhydre par 7,2 mL (11,56 mmol) de /iBuLi (solution 1,6 M dans I'hexane) et par ajout 
de 1,74 mL (1 1,56 mmol) de N, N, N\ N*4atramethylethylene diamine. On a laiss6 la 
reaction sous argon et sous agitation pendant 20 heures k temperature ambiante. On a 

10 ajoute 1 ,33 ml (17,20 mmol) de DMF a -78**C. Aprds 2 heures d'agitation a -78*'C, on 
a hydrolyse la melange rdactionnel (IS mL d'eau). On a extrait la phase aqueuse au 
dichlorom^thane (3x15 mL). On a s^ch^ la phase organique r^sultante sur MgS04 puis 
on Ta concentre. On a purifie le residu sur gel de silice avec un melange pentane- 
acetate d'ethyle (50:50). 

15 On a obtenu 0,62 g (2,56 mmol, 48%) du compose i sous la forme d'une pate 

manon. 



• 
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RMN 'H (CDCI3) : 4,62 (d, J = 9 Hz. 4H, H2H3-H2«30 ; 4,83 (d, J = 8,7 Hz, 4H, H,H4- 
HrH40 ; 9,89 (m, 2H, 2CH0). 

RMN (CDCI3) : 70,9 (C2C5) ; 74,20 (C3C4) ; 80,4 (C,) ; 192,9 (Ct). 
5 SM : 1 85 (60) ; 243 (M*^, 95). 

1.2 Svnthese du Ur-bis[(2-^thvloxvcarbonvn6thenvllfeiTOC^ne 2 

Dans un ballon tricol de 50 mL muni d'un refrigerant et sous argon, on a 
introduit 0,094 g (4,08 mmol) de sodium et 25 mL d'ethanol absolu. Apres 
10 consommation totale du sodium, on a refroidi la solution a 0°C, puis on a ajoute 0,809 
mL (4,08 mmol) du di^thylphosphonoacetate d'ethyle et 0,470 g (1,94 mmol) de 
ferrocene I ,r-carboxyaldehyde i prealablement dissous dans 10 mL d'ethanol absolu. 

Apres retour a temperature ambiante et Evaporation, on a purifie le r6sidu sur gel 
de silice avec un melange cyclohexane-ac6tate d'ethyle (95 : 5). 
15 On a obtenu 0,560 g (1,46 mmol, 75%) du compose 2 sous la forme de cristaux 



RMN 'H (CDCI3) : 1,26 (t. J=7,15 et J=7.12 Hz, 6H, H9H,oH,rH9 H,o H,r) ; 4,15 (q, 
J-7,14 et J=7,ll Hz, 4H, HyHg-HT-HgO ; 4,31 (m, 4H, H2H3-H2 H3O ; 4,38 (m, 4H, 
20 H|H4-HrH4 ) ; 5,91 (d, J-15,80 Hz, 2H, H^-HeO ; 7,33 (d, J=15,79 Hz, 2H, H5-H5O. 
RMN (CDCI3) : 14,2 (C,o) ; 60,1 (C9) ; 69,7 (C2C5) ; 72,2 (C3C4) ; 79,9 (C|) ; 1 16,2 
(C7); 143,7 (Cfi); 166,9 (Cg). 
SM : 382 (M'\ 85). 

25 1.3 Svnthese du Kr-bisf(2-ethvloxvcarbonvnEthvnferrocene 3 

Dans un ballon de 100 mL, on a introduit 0,400g (1,05 mmol) de compost 2, 
0,100 g (0,94 mmol) de palladium sur charbon (Pd/C a 10%) et 40 mL d'ac^tate 
d'ethyle. La solution a soigneusement 6t6 d^gaz^e par bullage d'un flux d'argon 
(environ 30 minutes). On a mis a buller de Thydrog^ne contenu dans un ballon de 



rouges. 
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baudruche jusqu'^ saturation de la solution. On a dispose un ballon de baudruche 
rempli d'hydrogene au dessus du montage. On a alors agit6 le melange r^ctionnel 
vigoureusement pendant 48 ^ 72 heures. 

Apr^s filtration et concentration, on a obtenu 0,400 g (1,03 nunol, 99%) du 
5 compose 3 sous la forme d'unehuilejaune. 

RMN (CDCI3) : 1.19 (t, J=7,15 et J=7,12 Hz, 6H, HiiH,2Hi3-HirHi2*Hi30 ; 2,43 
(m. 4H, HyHg-Hy-Hs ) ; 2,57 (m, 4H, HsHfi-Hs-HeO; 3,64 (s, 8H, H,H2H3H4- 

H, .H2 H3 H4O ; 4.06 (q. J=7,13 et J=7.15 Hz, 4H, HgHid-HyHioO. 

10 

I . 4 Svnthese du Kr-bisG-hydroxvpropynferroc^ne 4 

Dans un ballon tricol muni d'un refrigerant, sous agitation et sous argon, on a 
introduit 0,140 g (3,70 mmol) d'AlLiH4. A Taide d'une seringue, on a ajoute 7 mL 
d'ether ethylique anhydre. On a ajoute goutte a goutte 1,43 g (3,70 mmol) d'ester 3 

15 dissous dans 9,5 mL d'ether ethylique anhydre de maniere a maintenir un reflux 
constant. Le melange a pris un aspect yisqueux n6cessitant Taddition de 15 mL de THF 
rigoureusement anhydre afin de faciliter la solubilisation des composes. On a contrdl^ 
la reaction par CCM (61ution : cyclohexane-ac^tate d'^thyle (80 : 20)). Au bout de 40 
minutes d'agitation, on a d^compos6 Texces de lithien par addition lente d'eau (15 mL) 

20 tout en maintenant Tagitation. On a observe la formation d'un pr^cipite blanc de lithine. 
Apres filtration, on a extrait la phase aqueuse h I'^ther ethylique (2x25 mL). On a 
combine les phases organiques, on les a s^h6es sur MgS04 puis on les a concentr^es. 

On a recueilli 0,810 g (2,68 mmol, 72%) du compose 4 sous la forme d*une 
huilejaune. 

25 

RMN *H (CDCI3): 1,54 (m, 4H, H7H8-H7*H80 ; 2.12 (t, J=7,8l et J-=7,08 Hz, 4H, 
H5Hr.-H5 H60 ; 3.43 (t. J=6,12 Hz, H9H,o-HyH,oO ; 3,89 (m, 8H, H1H2H3H4- 
HrH2'H3'H40- 

RMN '^C (CDCI3) : 25.7 (Ce) ; 34.1 (C7) ; 62,3 (Cg) ; 69.0 (C2C5) ; 64.4 (C3C4) ; 70,3 
30 (CrC2C3C4'C5);89,l(C,). 
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SM : 161 (21) ; 179 (40) ; 302 (M**, 100). 

1.5 Synthase du l-r3-0-dim6thoxvtritvlpropvll-r-f3'»hvdrQxvproDvllferrocdne 5 

Dans un ballon de 25 mL, on a introduit successivement 200 mg (0,662 mmol) 
5 de l,r-dihydroxypropylferrocdne 4 et 16 mg (0,132 mmol) de DMAP. Aprfes 2 
co6vaporations successives par 5 mL de pyridine anhydre, on a repris Thuile obtenue 
avec 5 mL de pyridine anhydre. On a ajout^ 247 mg (0,728 mmol) de chlorure de 4,4'- 
dimethoxytrityle et 1 15 joL (0,662 mmol) de N,N-6thyldiisopropylamine. On a laiss^ le 
melange reactionnel sous agitation i temperature ambiante sous flux d'azote. On a suivi 

10 Tavancement de la reaction par CCM (elution: dichlorom^thane-methanol-TEA 
89:10:1). Apr^s Elution, les plaques ont ^t^ systdmatiquement revel^es dans un melange 
ethanol-acide sulfiirique. Apres 4 heures d'agitation k temperature ambiante, on a 
ajoute 2 mL de methanol au melange rdactionnel, afm de neutraliser le chlorure de 4,4'- 
dimethoxytrityle n'ayant pas r^agi. Apr6s concentration de moiti6, on a repris le r^sidu 

15 au dichloromethane (25 mL), on i'a lave avec une solution aqueuse satur^ en 
NaHCOa, puis a Teau (5x25 mL). Apres sechage sur MgS04 et concentration, on a fait 
coevaporer le brut par 2x 10 mL de toluene, puis on a iaiss6 sous vide toute une nuit On 
a purifie le melange sur gel de silice (pr6alablement neutralise par de la TEA) avec des 
melanges dichloromethane-methanol de polarite croissante. 

20 On a iso\6 304 mg (76%) du compose monotrityle 5. Ce dernier se presente sous 

la forme d'une huile orangee. 

RMN 'H (acetone D6) : 1,64-1,72 (m. 2H, Hrih^) ; 1,75-1,86 (m, 2H, HtHs) ; 2,38- 
2,53 (m. 4H, H5H6-H5 H6O ; 3,08-3,14 (t, 2H, HgHio) ; 3,52-3,58 (t, 2H, H9'H,oO ; 3,78, 
25 3,79 (2s, 6H, -OCH3) ; 3,95-3.98 (m, 8H, HiH2H3H4-H,fl2-H3'H4') ; 6,82-7,68 (m, 13H, 
Ar). 

1 .6 Svnthese du 1 -r3-0-dim6thoxvtritvlDroDvIl-l '-r3^-0-(2-cvanoethvl-N.N- 
diisopropvlphosphoramiditvnDropvl]ferrocene 6 

30 Dans un ballon de 25 mL, on a introduit successivement 255 mg (0,42 mmol) du 

compose ferrocene ODMT 5 et 7 mg (0,05 mmol) de DMAP. Apr^s des co^vaporations 
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successives par 2x2 mL de pyridine anhydre et 2x2 mL de THF anhydre, on a repris le 
residu par 3 mL de THF anhydre. On a plac6 le melange r6actionnel sous flux d 'azote, 
puis on a ajoute 147 (0,84 mmol) de N,N-ethyldiisopropylamine en une seule fois. 
On a ajoute alors lentement k la seringue en verre 104 |xL (0,46 mmol) de 2- 

S cyanoethyldiisopropylchlorophosphoramidite (raddition dure environ 10 minutes). 
Apres la moitie de I'addition, on a observe la formation d'un pr£cipit6. Aprds 3h30 
d'agitation k temperature ambiante, on a control^ la ruction par CCM (^lution : 
pentane-ac^tate d*6thyle, 70:30). Le phosphoramidite form6 6tant tr6s r^actif, il ne subit 
pas le traitement classiquement utilise. On a concentre le brut de moiti6. La colonne de 

10 silice (assez courte) a 6X6 montde avec im melange pentane-TEA (0,5%) potir 
neutraliser la silice, puis rinc^e au pentane pur. Apres d^pot rapide du brut, le produit a 
ete elue avec un melange pentane-ac^tate d'6thyle (85:15) en poussant avec de rargon 
pour acc^l^rer la migration, afin de limiter au maximum le contact du produit avec la 
silice. Apr^s concentration, on a obtenu 190 mg (56%) d*une huile. On a plac^ le 

15 produit sous vide pendant 12 heures puis on Pa conserv6 a -20®C. 

Avant utilisation de ce produit pour la synthese des ODN modifies, il est 
preferable de verifier la presence eventuelle de produits de degradation par une RMN . 
du phosphore et d'effectuer une purification rapide du produit si cela s'avere necessaire. 



20 RMN ^'P (CD3CN) : 148,25 (P). 



Exemple 2 : Synthase d'un olieonucl6otide 22mer 3Tc'C7>NH2 7 

La sequence de I'ODN 7 est : 
3'NH2-C7-Fc-TGG AAT ACT CAG GTT CCT TAT G 5' 

25 On a introduit I7mg de support (2-dim6thoxytrityloxymethyK6- 

fluorenylmethoxycarbonylamino-hexane-l-succinoyl)-iong chain alkylamino-CPG 
1000) fonctionnaiise a 59 ^imol/g (Glen Research, Sterling US) dans une colonne de 
synthese (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). On a mis en solution 100 mg de 6 
(0.124 mmol) dans 1,24 mL d'ac^tonitrile anhydre (AB, France). On a utilis6 la 

30 solution de 6 en position 5 d'un synthetiseur AB 394, suivant le mSme protocole 
op6ratoire que pour les phosphoramidites commerciaux (A, C, G, T). On a effectud la 
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synthese de I'oligonucltotide 7 avec le programme standard l^M dont T^tape de 
couplage des phosphoramidites a 6x6 modifife comme suit : deux prdevements de 3,5 s 
de la solution de phosphoramidite (au lieu d'un pr^l&vement comme dans le programme 
standard) intercal&s par une pose de 15 s et suivis d'une pose de 25 s. Le rendement 
5 global de couplage par cycle a 6X6 de 97.5%. Aprfes traitement de la CPG a 
Tammoniaque aqueuse 30% (55**C pendant 16 h), on a concentre le sumageant au 
Speed Vac. On a repris le culot dans ImL H2O et on a purifi6 7 sur colonne preparative 
(Merck Lichrospher RP18E, 12^, lOOA, 300x7.5). 



10 H2O avant lyophilisation dans un eppendorf. On a obtenu 15 DO (unites d'absorbance k 
260 rnn) de produit pur. 

La purete du produit a ^te verifiee par analyse HPLC effectude sur une colonne 
Waters Deltapak Cig 5^ 300A (3,9x150 mm). La figure 1 donne le chromatogramme 
obtenu a 260 nm. 

15 

Spectrometrie de masse (MALDI-TOF), Voyager DE (Perseptive Biosystem) : 
masse theorique m/z : 7352.9 , masse observee m/z : 7338.3. 

Exemple 3 : preparation d'un support pour la synthese d'oligonucleotides 
20 3.1 Synthese du sel de triethvlammonium du l-f3-0-fp.p -dimethoxytritvODropvll-r- 
[3 ' -0''(succinate)propvl1ferroc6ne 8 



On a concentre les fractions au rotavapor puis on les a co6vapor^es 4 fois par 



p 






DMAP 
Pyridine 



o 



25 

On aagite 149 mg (247 nmol, 1 eq.) de l-[3-0-(p,p -dimethoxytrityOpropy^-r- 
P'-hydroxypropyllferrocene 5,67 mg (667 ^imol, 2,7 eq.) d*anhydride succinique et 
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7 mg (25 pmol, 0,1 eq.) de 4-W;Mdim6thylaminopyridine (DMAP), avec 180mL (1,3 
mmol, 5,3 eq.) de tri^thylamine dans 2 mL de dichloromethane anhydre sous 
atmosphere ineite. Au bout de 3h, le melange r^ctionnel a et6 partitionne entre du 
bicarbonate de sodium aqueux (3 X lOmL) et du dichloromethane (40 mL). On a s^ch^ 
s les phases organiques sur du sulfate de sodium, on les a filtrtes et fait 6vaporer et 
purifides sur colonne de gel de silice (gradient de MeOH dans CH2CI2) pour donner 160 
mg (198 fxmol, 80 %) de produtt d^sir^. 

Rf (2% MeOH/CHaCh) - 0.8 
10 RMN 'H : Sppm (CDCI3) = 7,34 (m, 9H, DMTr) ; 6,82 (m, 4H,DMTr) ; 4,12 (t, 2H, 
J=6,36 Hz, -CH2OCOCH2-) ; 3,96 (m, 8H, ferrocene) ; 3,79 (s, 6H, IXOCHj) ; 3,08 
(m, 8H, -C//rO-DMTr) ; 2,64 (m, 4H, O-CO-C//2-C//2-COO*) ; 2,42 (m, 4H, 2XC/f2- 
Ferrocene) ; 1 ,82 (m, 4H, 2X.CH2-C^i-CH2-). 

15 3.2 Fixation sur un support de type LCAA-CPG (Long Chain Aikvl Amin- Controled 
Pore Glass) "~ 




NHj bLCAA^PG 

On a mis sous agitation m^canique dans 3 mL d'un melange 
pyridine/dichloromethane (1 : 2), pendant 48 h, 40,3 mg (50 ^mol) du sel de 
triethylammonium du 1 -[(p,p '-dimethoxytrityl)propanol]-r-(propanol succinate) 
ferrocene obtenu ci-dessus, 500 mg du support LCAA-CPG (500 A), 600mg (3 mmol) 
25 de dicyclohexylcarbodiimide (DCC), 40 mg (0,32 mmol) de dimethylaminopyrridine 
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(DMAP) et 210 (US mmol) de triithylamine. On a ensuite filtr6 les billes de silice et 
on les a lav^es successivement avec de la pyridine, du dichlorom^thane, du methanol, 
du dichioroniethane et de I'^ther (50 mL de chaque). 

On a ensuite masque les fonctions NH2 r^iduelles en faisant r^agir 1 mL 

5 d'anhydride ac^tique en presence de 1 mL de pyridine et de 20 mg de DMAP sur.les 
billes de CFG pendant 2 h. On a ensuite filtre les billes et on les a rinc6es 
successivement avec du dichloromethane, du methanol, du dichlorom^thane et de 
Tether (25 mL de chaque). On les a sech^es sous vide pouss^ jusqu'^ ce que 
I'echantillon atteigne un poids constant. 

ID On a estime la fonctionnalisation du support eh dosant le cation 

dimethoxytrityle reiargue apres avoir soumis un aliquote de support a un traitement 
acide. On a obtenu une fonctionnalisation de 0,1 ^mol/mg. 
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REVENDICATIONS 



1 . M^talloc&ne bifonctionnalis^ de fonnule gen^rale (I) : 



R 



Me 



5 




.Z ^1 



a) 



dans laquelle 

- Me reprdsente un metal de transition, de pr^ftrence choisi parmi Fe, Ru et Os, 

- Y et Z, identiques, sont choisis parmi -(CH2)„-0-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p- et -(CH2)q- 
C0NH-(CH2)r-0-, ou bien 

10 - Y est >(CH2)s-NH- et Z est -(CHzX-COO-, 

- n est un nombre entier compris entre 3 et 6, 

- p est un nombre entier compris entre 1 et 4, 

- q est un nombre entier compris entre 0 et 2 

- r est un nombre entier compris entre 0 et 2, 
15 - s est un nombre entier compris entre 2 et 5, 

- 1 est un nombre entier compris entre 3 et 6, 

- R et R' repr^sentent des atomes d'hydrogene ou sont des groupements protecteurs 
utilises dans la synthese des oligonucleotides et des peptides, etant entendu que Tun au 
moins de R ou R' est un groupement protecteur utilise dans la synthase des 

20 oligonucleotides et des peptides et que R et R'sont tels que d6fmis ci-apres : 

(i) lorsque Z et Y sont choisis parmi -(CH2)n-0-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p- et 
-(CH2)q-CONH-(CH2)rO-, alors R et R' sent des groupements protecteurs utilises dans 
la synthese des oligonucltotides, et R est un groupement susceptible de laisser un 
groupement hydroxyle Hbre apres d^protection, de pr6fi§rence un groupement 

25 photolabile, le monom^thoxytrityle, le dim^thoxytrityle, le ter/-butyldim£thylsilyle, 
Tacetyle ou le trifluoroacetyle, et R' est un groupement phosphore susceptible de r^agir 
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avec un groupement hydroxyle libre, de pr^fi^rence un groupement phosphodiester, 
phosphoramidite ou H-phosphonate et 

(ii) lorsque Y est -(CH2)s-NH- et Z est -(CHaVCOO-, alors R est un groupement 
protecteur utilise dans la synthase des peptides et repr^sente un groupement protecteur 
5 des amines, de preference le 9-fluorenyloxycarbonyle, le ^er/-butoxycarbonyle ou le 
benzyloxycarbonyle, et R' repr^sente un atome d'hydrogene. 

2. Metalloc^ne selon la revendication 1, caract6ris^ en ce que Me est le fer. 

10 3. M^tallocene selon I'une des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que Y et 

Z sent choisis parmi -(CH2)n-0-, -(CH2)-0-t(CH2)2-0]p- et -(CH2)q-CONH-(CH2)rO-. 

4. Metallocene selon Tune des revendications 1 ^ 3, caracterise en ce que Y et Z 
sont chacun -(CH2)n~0-, n 6tant egal a 3. 

15 

5. Metallocene selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que Y et Z 
sont chacun -(CH2)-0-((CH2)2-0]p-, p etant egal a 2. 

6. Metallocene selon Tune des revendications 1 ou 2, caracteris6 en ce que Y est 
20 -(CH2)s-NH-, Z est -(CH2)rCOO-. 

7. Metallocene selon la revendication 6, caracterise en ce que s est egal ^ 3 et t 
est egal a 4. 

25 8. Precede de preparation d*un metallocene de formule (I) selon Tune 

quelconque des revendications 3 & S, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

- une etape de protection d'un des groupements hydroxyle d'un compose de 
formule generate (11) : 



30 
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dans laquelle Me est tel que defini dans les revendications pr^c^entes, 

Y' et Z\ identiques, sont choisis parmi -(CH2)n-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p'.(CH2)2- et - 

5 (CH2)q-CONH-(CH2)r» n, q et r sont tels que definis tels que definis dans les 
revendications precedentes, et p' est un nombre entier compris entre 0 et 3, 
par fixation d'un groupement susceptible de laisser un groupement hydroxyle libra 
apres deprotection, de preference choisi parmi un groupement photolabile, le 
monomethoxytrityle, le dimethoxytrityle, le terr-butyldimethylsilyle, I'acetyle et le 

10 trifluoroacetyle, et 

- une ^tape de condensation, sur I'autre groupement hydroxyle laiss6 libre, 
d'un groupement phosphore susceptible de reagir avec un groupement hydroxyle libre, 
de preference choisi parmi les groupements phosphodiester, phosphoramidite et H- 
phosphonate. 

15 

9. Proced^ de preparation d'un mdtalloc^ne de formule (I) selon Tune des 
revendications 6 ou 7, caract^ris^ en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- une etape de protection du groupement NH2 d'un compos6 de formule g^n^rale 

(HI): 



20 




dans laquelle 

- Me est tel que ddfini pr^cddemment. 
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- Y"est -(CH2)s- et 
.Z*'est.(CH2)r. 

- s et t etant tels que definis prec&lemment, ' 

par fixation d'un groupement susceptible dc laisser une fonction amine libre aprSs 
ddprotection, de prtference choisi parmi le 9-fIuorenyloxycarbonyle, le tert- 
butoxycarbonyle et le benzyloxycarbonyle. 

1 0. Bis(hydroxy)ni^taI]oc6ne de formule gdnerale (II) : 



dans laquelie 

- Me est un metal de transition, de preference choisi parmi Fe, Ru et Os, 

et Z\ identiques, sont choisis parmi -(CH2)n-. -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p'.(CH2)2- et - 

(CH2)q-CONH-(CH2)r-. 

- n est un nombre entier compris entre 3 et 6, 

- p' est un nombre entier compris entre 0 et 3, 

- q est un nombre entier compris entre 0 et 2 et 

- r est un nombre entier compris entre 0 et 2, 

etant entendu que lorsque Me est Fe ou Ru et que Y' et Z* sont -(CH2)n-, alors n est 5 et 
lorsque Me est Fe et que Y' et Z' sont -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p.-(CH2)-, alors p' est 0. 

1 1. Bis(hydroxy)m6talloc^ne selon la revendication 10, caracteris6 en ce que Me 
est le fer. 




OH 



Me 




12. Bis(hydroxy)metaIloc^ne selon la revendication 10, caracterise en ce que Y* 
et Z' sont chacun -(CH2)n-, n etant 6gal a 3. 
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13. Bis(hydroxy)mftalloc6ne selon Tune des revendications 10 ou 11, 
caract^rise en ce que Y* et Z' sont chacun -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p-(CH2)2-, p' 6tant 6gal 

5 

14. Precede de marquage d'un oligonucleotide par un mdtalioc^ne 
bifonctionnalis6 de formule (I) selon Tune quelconque des revendications 3^5, 
caract^ris^ en ce qu'il comprend la substitution d'un ou plusieurs synthons de 
nucleotides par un ou plusieurs desdits metailoc^nes de formule (I) dans laquelle R et 

1 0 R' sont des groupements protecteurs utilises dans la synthese des oligonucleotides, dans 
le cycle de synthese dudit oligonucleotide. 

15. Procdde selon la revendication 14, caracterise en ce que la substitution est 
effectuee en positions 3' ou 5' en remplacement du ou des premiers ou demiers 

1 5 nucleotides, respectivement. 

16. Precede de marquage d'un peptide par un metallocene bifonctionnalise de 
formule (I) selon Tune des revendications 6 ou 7, caractdrise en ce qu'il comprend la 
substitution d'un ou plusieurs synthons d'acides amines par un ou plusieurs desdits 

20 metal locenes de formule (I) dans laquelle R represente un groupement protecteur des 
amines et R' represente un atome d'hydrog^ne, dans le cycle de synthese dudit peptide. 

17. Precede selon la revendication 16, caracterise en ce que la substitution est 
effectuee aux extremites C*terminale ou N-terminale en remplacement des premiers ou 

25 demiers acides amines, respectivement. 

1 8. Precede selon l*une quelconque des revendications 14^17, caracterise en ce 
qu'au moins deux substitutions consecutives sont elfectuees. 



30 19. Oligonucleotides marques caracterises en ce quMls sont susceptibles d'etre 

obtenus par le precede de marquage selon Tune des revendications 14 ou 15. 
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20. OHgonucltotides marques caract^risis en ce qu*au moins l*un des 
nucltosides le constituant est substitu6 par un b]s(hydroxy)m^taIlocene de formule 
generale (II) selon I'une des revendications 10 i 13. 



21. Oligonucleotides marques selon Pune des revendications 19 ou 20, 
caracterises en ce quMls comportent au moins bis(hydroxy)m6talloc6ne de formule 
generate (II) en position 3' ou 5\ 



par le proced6 selon Tune quelconque des revendications 16 h 18. 

23. Peptides marques caracterises en ce que au moins Tun des peptides les 
constituant est substitu^ par un m^tallocene bifonctionnalis6 de formule (III) tel que 

15 defuii dans la revendication 9. 

24. Peptides selon Tune des revendications 22 ou 23, caracterises en ce qu'ils 
comportent au moins un metallocene bifonctionnalis^ de formule (IE) aux extremit^s 
C-terminale ou N-terminale. 



25. Support de synthase d'oligonucleotides, caracterise en ce que au moins un 
metallocene de formule (I) selon Tune des revendications 1 a 7 est grefF6 sur ledit ^ 
support par reaction covalente de Tune des ses extr^mites fonctionnalisees. 



5 



10 



22. Peptides marquds caract£ris6s en ce qu'ils sont susceptibles d'Stie obtenus 



20 



25 
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